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より下垂体門脈中に分泌される dopamine (DA) である乙とは知られている。視床下部よりの DA分
泌に関しては従来より脳切片もしくは神経終末を集めたシナプトゾームで行なわれていたが，これらの系
は必ずしも正常ニューロン全ての機能を反映しているとは限らない。従って本研究においてはまず視床下






O. 1 % trypsin で 2 5 分処理し， 2mM EDTA を含む Ca 一 Mg -free の HANKS 培養液内で
細胞を分離して単離細胞浮遊液を得た。次に 0.15% bovine serum albumin , 5 ~ぢ fetal calf 
serum を含むTCM 199 培養液を用い 24 we 1p 1 a t e ( 1.0x 10 6 C e 1s /we 1) で 7 日間培養して下
記の実験に用いた。
② DAニューロンの証明
7 日間初代培養細胞を Zamboni 固定液につけ 2， 000倍の tyrosine hydroxylase 抗体を用いて間
接免疫蛍光染色を施行した。
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③ [3HJ DA 分泌の測定
7 日間初代培養細胞を [3H) DA で 120 分間培養後， 4 回 TCM 199 培養液にて洗浄し，細胞外か
ら細胞内に Ca を流入させる calcium ionophore A 23187, Ca channel activator である
maitotoxin (MTX) , C a f<: より活性化されAA分泌を刺激する phospholipase A2 (PLA2) , AA 
を投与し培養液中に放出される υH)DA の放射活性を液体シンチレーション・カウンターにて測定した。
なお放出された DAは高速液体クロマトグラフィーにて DAである乙とを同定した。
④ 仁 3H) AA 分泌損，IJ定
7 日間初代培養細胞を [3H) AAで 90 分間培養後 4 回 0.2596 BS A を含む TCM 199 培養液で洗
浄し， A 23187 を投与し，放出された [3H) AA を ethyl acetate f<:て抽出後， 薄層クロマトグラフ
ィーにて AAを分離し液体シンチレーション・カウンターにて測定した。
〔成績〕
① 間接免疫蛍光抗体法にて視床下部 7 日間初代培養細胞において tyr osine hydroxylase 陽性細胞
を認めた。よってDA ニューロンの存在が明らかになった。
② [3H) DA 分泌は，
i) A 23187 5 分間投与により 10nM- 50μM の間で濃度依存性に刺激された。
i) 50μM A 23187 投与により 30秒以内f<:control f<:比し有意に刺激され， 15分で plateau
に達した。
③ 50μM A23187 のびHJ DA分泌東I撒効果は， 2mM EDTA ~<:より細胞外 Ca を下げると消失
した。
④ [3H) DA分泌は， MTX 5 分間投与により 1 ng -100ng/mlの間で、濃度依存性iζ刺激された。
⑤ [ 3H) D A分泌は， 1 00 mI U / mlP L A 2, 10μM AA 5 分間投与により controH<:比し有意に
刺激された。
⑥ [3H )AA 分泌は，
i) A 23187 5 分間投与により 5μM- 50μMの間で濃度依存性に刺激された。
i) 50μM A 23187投与により 5 分の間で時間依存性に刺激された。
〔総括〕
本研究において視床下部DA ニューロンの初代培養系を確立し 乙れを用いてDA分泌の細胞内情報伝






今回，著者は，視床下部 DAニューロンの初代培養系を確立し，それを用いて Ca の動員が phosp -
hoIipase A 2 (P L A 2 )を活性化し， Arachidonic acid (AA) の放出を介して A分泌を促進す
る乙とより， DA分泌の細胞内情報伝達機構R::Ca-PLA2 -AA 系が一端を担っている可能性を明らか
iとしfこ。
これらはいずれも独創的で，新しい知見を生殖内分泌学に加え得たものであり，博士論文に値するもの
と考える。
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